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基础 研究 


绿色 殉 光 蛋 日 为 报导 基因 快速 筑 选 重组 手 关 病 毒 表 达 载 体 


张 佳 纯 , 郭 先 凤 , 张 敏 , 伍 菲 凡 , 彭 永 正 
南方 医科 大 学 珠江 医院 检验 医学 部 ,广东 广州 510282 


摘要 :目的 利用 绿色 荧光 和 蛋白 (GFP) 为 报导 基因 ,构建 通用 、 高 度 减 毒 的 外 源 基因 表达 载体 IA82 人 121-V。 方法 抽 提 病毒 
DNA, 扩 增 ORFV132 左 右 同 源 辟 , 构 建 穿梭 质粒 pSPV-132LF-EGFP-132RF; 转 染 OFTu 细 胞 ,与 羊 痘 病 毒 IA82 信 121 同 源 重组 ， 
通过 奖 光 信和 号 筛选 重组 体 IA82A 121-V,PCR 及 测序 鉴定 ,并 经 病毒 滴定 .体外 血管 内 皮 细 胞 增殖 实验 以 检测 ORFT732 缺 失 后 
的 功能 变化 。 结 果 成 功 快速 筛选 出 重组 羊 痘 病毒 IA82 信 121-V ,初步 判断 ORFTY732 的 缺失 不 影响 病毒 体外 的 生长 复制 功能 ， 
但 是 减轻 了 其 毒 力 。 结 论 利用 GFP 为 报导 基因 能 简单 快速 .稳定 地 筛选 出 重组 羊 痘 病 毒 ,高 度 减 毒 的 重组 羊 总 病毒 IA82 信 
121-V 有 望 成 为 新 一 代 外 源 基因 表达 载体 。 

关键 词 : 羊 痘 病 毒 ;绿色 荧光 和 蛋白 ; 同 源 重 组 


Rapid selection of recombinant orf virus expression vectors using green fluorescent 


protein 


ZHANG Jiachun, GUO Xianfeng, ZHANG Min, WU Feifan, PENG Yongzheng 
Department of Laboratory Medicine, Zhujiang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510282, China 


Abstract: Objective To construct a universal, highly attenuated orf virus expression vector for exogenous genes using green 
fluorescent protein (GFP) as the reporter gene. Methods The flanking regions of the ORFV132 of orf virus DNA were amplified 
by PCR to construct the shuttle plasmid pSPV-132LF-EGFP-132RF. The shuttle plasmid was transfected into OFTu cells and 
GFP was incorporated into orf virus IA82A 121 by homologous recombination. The recombinant IA82 A 121-V was selected by 
green fluorescent signal. The deletion gene was identified by PCR and sequencing. The effects of ORFV132 knockout were 
evaluated by virus titration and by observing the proliferation of the infected vascular endothelial cells in vitro. Results The 
recombinant orf virus IA82 A 121-V was obtained successfully and quickly, and the deletion of ORFV132 did not affect the 
replication of the virus in vitro but reduced its virulence. Conclusion Green fluorescent protein is a selectable marker for rapid, 
convenient and stable selection of the recombinant viruses. Highly attenuated recombinant orf virus IA82 A 121-V can serve as 
a new expression vector for exogenous genes. 
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ŽA COrf virus, ORFV)Jé— fio E Rz BRI 以 构造 高 度 减 毒 的 外 源 基因 表达 载体 IA82A 121-V。 


病毒 ,其 宿主 范围 罕 , 仅 限于 绵羊 和 山羊 ,主要 感染 皮肤 
条 膜 区 域 ,不 会 引起 全 身 性 病毒 播 散 "。 羊 痘 病 毒 IA82 
(OV-IA82) 为 1982 年 爱人 答 华 洲 爆 发 的 羊 总 疮 疾病 中 分 
离 所 得 中 ,其 132 基 因 (ORFV132) 表 达 血 管内 皮 生 长 因 
子 (VEGF)”, 可 以 与 血管 内 皮 生 长 因子 受 体 2(KDR) 结 
合 , 促 进 血管 内 皮 细 胞 增殖 ,增加 血管 通 透 性 ,引起 充 
血水 肿 的 炎症 反应 ,是 主要 的 致 病 性 基因 " ,但 是 该 基 
的 位 置 非常 适合 表达 外 源 抗原 ”。 本 人 研究 的 目标 是 
TEC RE EJ SE IAS2 A 1217 ARER E exp 132-354] , 
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然而 ,传统 重组 病毒 筛选 方法 主要 是 新 霉 素 抵抗 和 B- 葡 
725) 8 RE We TT R$ (neomycin resistance and B-glucuroni- 
dase, neo/gusA ) il H REIME" , AIT Ana UAE L1 
VERRI, HFERTK o ASBEZERI HIER KCE H (GFP) 
为 报导 基因 ,通过 绿色 荧光 信和 号 即 可 快速 筛选 出 重 
组 体 IA82A121-V, 极 大 地 缩短 了 实验 时 间 ,加 快 了 实 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 

1.1.1 病毒 .细胞 和 质粒 羊 冶 病毒 LA82(40019122) , 减 
毒 病 毒 株 IA82A 121、 原 代 羊 胚胎 鼻甲 细胞 (Primary 
ovine fetal turbinate, OFTu ) .质粒 pSPV-EGFP 由 南方 
医科 大 学 生物 技术 学 院 实验 室 提 供 。 人 脐 静 脉 内 皮 
细胞 (human umbilical vein endothelial cells, HU- 
VECs) 购 于 澳 赛 尔 斯 生物 技术 有 限 公司 。 
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1.1.2 主要 试剂 Top10 菌 株 由 南方 医科 大 学 细胞 生物 
学 教研 室 提 供 。 病 毒 DNA 提取 试剂 盒 PCR 产物 回收 
试剂 盒 . 胶 回 收 纯化 试剂 盒 .DNA 连 接 酶 .限制 性 内 切 
酶 均 购 于 TaKaRa 公 司 。 胎 牛 血清 (Fetal bovine serum, 
FBS) 基础 培养 基 (Minimum essential medium, MEM), 
0.2596 Bi B . 转 染 试剂 Lipofectamine 2000 WF Life 


表 1 核 音 酸 引物 和 限制 性 内 切 酶 


公司 。 低 熔点 琼脂 糖 购 于 Lonza 公 司 ,其 它 试剂 均 为 进 
口 分 装 或 国产 分 析 纯 。 
1.1.3 引物 设计 利用 primer5.0 软 件 设 计 ORFTY732、 
ORFTY7132 左 侧 同 源 臂 和 右 侧 同 源 臂 以 及 CPP 引物, 引 
物 序列 见 表 1。 引 物 由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 
公司 合成 。 


Tab.1 Oligonucleotide primers and restriction enzymes 


Primer Sequence (5-3) Restriction enzyme 

132L-F CGTTACTAGTCCATCGAGAACCGCAAGATC Spel 

132L-R GATTAGGCCTTCCTCACCCTTAAAAGTTGG Stu I 

132R-F CAATATGCATCAGCAGTTTTTGTAGCGGGA NsiI 

132R-R GCACAGATCTTACGGTCACTTGTTTTCTCG Bgl II 

132-F GTTGCTCGTCGGCATACTGG 

132-R GTCTAGGTGGCGTCGGTGTC 

GFP-F ATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 

GFP-R TGTACAGCTCGTCCATGCCG 
1.2 方法 10" RRE, IA 96 itf Uu 24 h 后 ,观察 严 光 , 刊 取 10” 
1.2.1 ORFVI32 左 侧 同 源 辟 和 右 侧 同 源 臂 的 扩 增 按 以 上 稀释 倍数 的 强 欧 光 细 胞 ,反复 冻 融 细胞 ,收集 病毒 


有 照 试 剂 盒 说 明 提 取 病 毒 ILA82A 121 核酸 。 取 核酸 溶液 
2 HL, 加 入 48 uL PCR 反应 混合 液 ( 含 PrimeSTAR GXL 
DNA Polymerase 1 uL, Sense primer(132L-F fill 132R- 
F)1 uL, Anti-sense primer( 132R-F fil 32R-R)1 uL,5x 
PrimeSTAR GXL Buffer 10 uL, dNTP Mixture 4 uL, 
DMSO 2.5 uL, Autoclaved distilled water 28.5 uL), X% 
用 降落 PCR ,反应 条 件 如 下 :98 % 预 变性 5 min, 301-08 
环 (98 MC 变性 30 s,68 % 退 火 30 s ,之 后 每 一 个 循环 降 
低 0.5%, 72 % 延 伸 1 min) ,10 个 循环 (98 C 30 s, 
59 C 30 s,72 C 1 min) ,最 后 72 C 10 mins 19635 EDS 
凝 胶 电 泳 分 析 。 
1.2.2 穿梭 质料 的 构建 ORFY7132 左 右 同 源 臂 的 基因 片 
段 经 纯化 后 , 先 用 Nsi [和 Bel 卫 同时 酶 切 ORFV132 右 
侧 同 源 臂 的 基因 片段 和 pSPV-EGFP 质 粒 ,经 DNA 连接 
酶 16 作用 1 h, 转 化 宿主 菌 Top10,PCR \ 酶 切 及 基因 
测序 鉴定 筛选 pSPV-EGFP-132REF 阳 性 克隆 ,并 用 试剂 
盒 提取 pSPVEGFP-132REF 质粒 。 然 后 再 用 Spe T 和 
Stu 工 酶 切 132 基 因 左 侧 同 源 臂 的 基因 片段 以 及 
pSPV-EGFP-132RF 质粒 ,以 上 述 相同 的 方法 构建 
pSPV-132LF-EGFP-132RF 质 粒 。 
1.2.3 重组 病毒 体 利 选 (1) 细 胞 转 染 及 同 源 重组 : 稀 
释 羊 痘 病毒 I[A82 A 121, 按 感染 复数 (multiplicity of 
infection, MOI) 为 1 感染 OFTu 细胞 ,根据 标准 的 体外 
癌 源 重 组 实验 步 又 2 将 质粒 转 染 入 OFTu 细 胞 内 , 转 染 
试剂 使 用 Lipofectamine 2000。48 h 后 ,收集 病毒 液 ; 
CRUCE :将 上 述 收集 的 病毒 液 进 行 10"~ 


液 ,并 进行 下 一 轮 96 微 孔 板 实验 ; (3) 蚀 斑 实 验 : 约 2~3 
轮 96 微 孔 板 有 限 稀释 后 ,以 6 孔 培 养 板 蚀 斑 实验 进一步 
分 离 纯 化 ,具体 操作 步骤 见 参考 文献 [13]。 经 过 3 轮 蚀 
DEMEYE ,将 最 后 一 轮 收集 的 病毒 进行 扩大 培养 ,提取 核 
酸 , 进 行 PCR 和 基因 测序 验证 。 
1.24 PCR 及 基因 测序 验证 按照 试剂 盒 提取 重组 病毒 
IA82 A 121-V 核酸。 反应 体系 :DNA 溶 液 2 pL ,48 uL 
PCR 反应 混合 液 (Premix Taq 25 uL, Sense primer 
(132-F 和 GFP-F) 1 uL, Anti-sense primer (132-R 和 
GFP-R)1 uL, Autoclaved distilled water 21 uL), RMA 
ff: 94 % 预 变性 3 min 后 ,30 个 循环 (94 C 30 s,60 C 
30 s,72 © 60 s),72 延伸 10 mino 19625 EPRERSE RE E, 
泳 分 析 并 将 PCR 产物 测序 验证 (上 海 生 工 生物 工程 技 
术 服 务 有 限 公司 )。 
1.2.5 不 同 病 毒 滴 度 、 细 胞 病变 及 蚀 斑 形态 对 比 实 验 
(1) 病 毒 滴 度 : 将 重组 病毒 IA82A121-V 扩 大 培养 ,收集 
病毒 液 , 利 用 之 前 建立 的 实验 方法 ,用 多 步 和 一 步 生 
长 曲线 法 比较 重组 体 IA82 信 121-V 的 体外 生长 复制 特 
性 与 羊 痘 病毒 IA82 IA82 信 121 的 差异 性 ,并 用 单 向 方 
差分 析 进 行 数据 统计 分 析 ;(2) 比 较 细 胞 病变 及 蚀 斑 形 
态 : 按 MOI=10, 用 3 种 不 同 的 病毒 IA82、IA82 A 121, 
IA82 A 121-V 分 别 感染 OFTu 细胞 ,同时 设置 阴性 对 
照 ,在 显微镜 下 比较 细胞 病变 形态 ,具体 操作 步骤 见 参 
考 文献 [14]。 
1.2.6 HUVEC 增 殖 实验 按 MOI=1, 分 别 用 IA82 IA82 
A 121 IA82 A 121-V XY: OFTu 细胞 ,并 设置 PBS 模 拟 
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病毒 感染 组 ,24h 后 ,收集 不 同 病 毒 的 OFTu 细 胞 培养 
上 清 液 ,观察 其 促 HUVECs 增 殖 能 力 ,具体 操作 步 又 
见 参考 文献 [15] ,计算 增殖 指数 = 实验 组 的 增殖 系数 / 
标准 对 照 组 的 增殖 系数 ,用 单 向 方差 分 析 进 行 数据 
统计 分 析 。 


2 结果 
2.1 降落 PCR 扩 增 ORFTY132 左 右 同 源 辟 

经 过 降落 PCR 扩 增 后 , 凝 胶 电泳 分 析 结 果 显 示 ， 
ORFV132 左右 同 源 辟 在 约 1 kp 处 有 一 特异 亮 带 , 其 大 
小 与 目的 片段 相符 (图 1)。 


图 1 羊 冶 病毒 IA82 型 132 基 因 左 侧 同 源 臂 和 右 
侧 同 源 辟 的 扩 增 

Fig.l Amplification products of the flanking 
regions of ORFV132 by PCR. M: DL2000 DNA 
Marker; 1, 3: Left and right flanking regions of 
the ORFV132, respectively; 2, 4: Negative control. 


2.2 穿梭 质粒 的 构造 与 鉴定 

ORFV132 左 右 同 源 辟 的 PCR 产物 按 先后 顺序 定向 
插入 pSPV-EGFP 质 粒 中 ,分 别 获得 pSPV-EGFP-132RF 
质粒 及 pSPV-132LF-EGFP-132RF 质 粒 。pSPV- EGFP- 


132RF 和 pSPV-132LF-EGFP-132RF 质 粒 经 PCR [67] 
和 基因 测序 鉴定 , 均 与 预期 结果 吻合 (图 2, 表 2)。 


2 穿梭 质粒 pSPV-EGFP-132RF 和 pSPV-132LF-EGFP- 
132RF 的 PCR 和 酶 切 鉴 定 

Fig.2 Identification of the shuttle plasmids pSPV-EGFP- 
132RF and pSPV-132LF-EGFP-132RF by PCR and restriction 
enzyme analysis. A: pSPV-EGFP-132RF (4.5 kb). M: DL10000 
DNA Marker; 1: pSPV-EGFP (3.5 kb); 2: Digestion with BgIlI; 
3: Digestion with BglII and NSil; 4: Right flanking region of 
ORFV132 (1 kb); B: pSPV-132LF-EGFP-132RF (5.5 kb). M: 
DL10000 DNA Marker; 1: pSPV-EGFP-132RF (4.5 kb); 2: 
Digestion with Spel; 3: Digestion with Spel and Stul ; 4: Left 
flanking regions of ORFV132 (1 kb). 


2.3 重组 病毒 [A82 八 121-V 的 筛选 及 鉴定 

经 过 2 轮 96 微 孔 板 稀释 和 3 轮 6 孔 板 蚀 斑 纯化 后 ， 
成 功 筛选 出 重组 病毒 IA82A 121-V, 经 扩大 培养 ,在 倒 
置 效 光 显 微 镜 下 观察 到 大 量 获 光 信 号 (图 3) ,收集 病毒 
液 ,提取 核酸 ,经 过 PCR 验证 ,ORFV132 已 敲 除 并 且 检 
测 到 GFP 基 因 ( 图 4), 与 测序 结果 一 致 。 
2.4 ORFV132 为 羊 瘟病 毒 IA82 感染 和 复制 的 非 必 需 
基因 

(1) 不 同 病 毒 滴 度 的 数据 统计 结果 表明 羊 总 病毒 
IA82 A 121-V 和 IA82 及 IA82 人 入 121 的 感染 复制 能 力 无 
显著 性 差异 (P>0.05),3 种 病毒 的 生长 趋势 一 致 ,无 显著 
性 差异 (图 5)。 该 结果 与 国外 的 实验 报导 相符 ”*;(2) 


表 2 比较 pSPV-EGFP 和 pZIPPY-neo/gus 两 种 标记 方法 获取 重组 羊 辣 病毒 的 差异 性 
Tab.2 Comparison of rORFVs obtained using the pSPV-EGFP and pZIPPY-neo/gus vectors 


Rounds of plaque assay 


Time to obtain the puried rORFV (days) 


ORFV gene 

pSV-EGFP pZIPPY-neo/gus pSV-EGFP pZIPPY-neo/gus 
ORFV002 a 16 a 80[24]" 
ORFV012 a 20 a »100* 
ORFV024 a 19 a 95| 14] 
ORFV113 4 20 12 »100* 
ORFVI116 5 20 14 »100* 
ORFV120 a 17 a 85 
ORFV121 a 18 a 90[10]" 
ORFV132 3 a 14 a 


a: Not tested; b: Reference; c: After 20 rounds of plaque assay, still contaminated with wild type virus. 
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GFP 
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图 3 通过 倒置 荧光 显微镜 观察 ITA82 入 121-V 感染 后 的 OFTu 细 胞 病变 

Fig.3 Fluorescent microscopy showing the cytopathic effects (CPE) of OFTu cells infected with 
IA82 A 121-V. A: CPE observed by bright-field microscopy (Original magnification: x 100); B: 
Blue-field microscopy of the same field in A; C: Merged image. 


4 通过 PCR 验证 病毒 IA82、IA82 A 121 and. IA82 A 
121-V 中 ORFV132 及 GFP 的 存在 情况 

Fig.4 PCR detection of ORFV132 and GFP gene in IA82, IA82 
A 121and IA82 A 121-V. A: PCR to confirm the absence of 
ORFV132; B: PCR to confirm the presence of GFP. M: 
DL2000 DNA Marker; 1: IA82; 2: IA82^ 121; 3: IA82A 121-V. 


在 显微镜 下 IAS2.IA82 A 121、IA82 信 121-V 感 染 的 
OFTu 细 胞 病变 无 显著 性 差异 ,其 形态 均 由 梭 形 细胞 
变 成 扇 圆 形 细胞 (图 6A) ,3 种 病毒 的 喉 斑 形状 和 大 小 无 
显著 性 差异 ,空白 斑 上 残留 的 感染 细胞 均 呈 扇 圆 形 
(图 6B )。 
2.5 重组 体 IA82 信 121-V 分 沁 的 VEGF 减 少 ,其 毒 力 下 降 
根据 数据 统计 分 析 ,4 种 滤液 PBSJA82JA82 和 121、 
IA82 人 121-V) 促 血管 内 皮 细 胞 增殖 能 力 不 同 ,差异 具 
有 统计 学 意义 (P<0.05)。 实 验 发 现 ,未 敲 除 ORFV132 
的 羊 痘 病毒 I[A82 IA82 人 入 121 均 可 以 促进 HUVECs 增 
殖 , 其 增殖 指数 约 为 对 照 组 的 2 倍 ,缺失 ORFTY732 的 重 
组 体 IA82A121-V 促 HUVECs 增 殖 能 力 明 显 下 降 , 与 


对 照 组 无 显著 差别 (图 7) ,该 结果 与 国外 的 实验 报导 
相符 号。 
3 讨论 


GFP 作 为 一 种 报告 分 子 ,广泛 运用 于 细菌 '"\ 植 
物 中 及 外 科 手 术 " 等 研究 ,其 在 蛋白 表达 检测 蛋白 和 
细胞 荧光 示 踪 以 及 和 蛋白质 的 结构 及 功能 研究 中 具有 重 
要 意义 。 本 人 研究 中 ,我 们 利用 GFP 作 为 报导 基因 成 功 筛 
选 出 重组 病毒 IA82A 121-V, 其 ORFV132 的 项 除 以 及 
GFP 的 存在 已 经 通过 PCR 和 基因 测序 验证 。 在 之 前 的 


= IJA82 和 人 121-V 


A g0 MOI-0.1 

e 一 于 -一 
z 7.5 

a 7.03 

已 

& 65 S- JA82 

È 60 -Ææ 1A824121 
3 

E 


4.5 
0 12 24 36 48 60 72 84 96 
Incubation time (h) 
B 78 MOI-10 
S 72 / 
E / 
e , * 
a 69 j Tone 
2 =E- IA82 人 121 
5 66 =- IA82 八 121-V 
È 


0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 
Incubation time (h) 


图 5 重组 羊 辣 病 IA82 信 121-V 的 体外 生长 复制 特点 
Fig.5 Multi-step (A) and one-step (B) growth curves 
of OFTu cells infected with wild-type (1A82), 
attenuated mutant (IA82 ^ 121) and highly 
attenuated mutant (IA82 A 121-V) virus. 


研究 中 ,利用 传统 的 同 源 重 组 筛选 方法 , EHE 
IA82A002 , IA82A024, IA82A120,IA82A121 至 少 需要 
17-20 轮 的 蚀 斑 筛选 (每 1 轮 刨 斑 需 要 4~5 d) ^, 2820 
轮 吹 斑 科 选 仍然 无 法 纯化 病毒 , 4 1A824012, IA82A 
113 IA82A1165。 然 而 ,利用 绿色 荧光 蛋白 作为 报导 
基因 ,只 需要 2 周 左右 的 时 间 即 可 分 离 出 目标 重组 病 
毒 , 极 大 地 节约 了 时 间 。 本 实验 证 实 以 绿色 效 光 信和 号 为 
报导 基因 的 重组 病毒 筛选 方法 具有 以 下 优点 :直观 : 通 
过 荧光 信和 号 即 可 以 判断 同 源 重组 效率 的 高 低 ,为 进行 下 
一 轮 第 选 实验 提供 参考 依据 , 比 传统 方法 更 直观 ,操作 
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6 JETER EEIAS2.IA82 A 121,1A82 A 121- V IEEREOFTu RUE ES SET RU DRERETEE S 
Fig.6 CPE and plaque morphology of orf virus IA82,1A82 A 121,1A82 A 121-V in OFTu cells. A: CPE of 
the orf viruses at 48 h after infection (MOI-10) (Original magnification: x200); B: Plaque morphology 


of the orf viruses at 72 h after infection. The cells were fixed with formaldehyde (4.076) and stained 


with 1% crystal violet (Original magnification: x100). 
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图 7 3EXEHRERIAS2.IA82 A 121,1A82 A 121-V 的 
OFTu 细 胞 培养 液 促 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 增殖 能 
Fig.7 Proliferation of HUVECs stimulated with 
the culture supernatants from OFTu cells infected 
by orf virus IA82, IA82^ 121 and IA82A 121-V. 


性 更 强 ; 快 速 :重组 病毒 的 筛选 时 间 短 , 蚀 斑 筛选 时 间 不 
超过 15 d, 而 传统 的 蚀 斑 筛选 方法 需要 3~4 个 月 的 时 
间 ;廉价 : 不 需要 借助 贵重 仪器 即 可 分 离 重组 病毒 。 虽 
然 以 GFP 为 报导 基因 ,借助 流 式 细 胞 分 选 仪 ,可 以 快速 
分 选 出 重组 病毒 ,但 是 流 式 细 胞 分 选 仪 价格 昂贵 ,而 且 
病毒 分 选 存在 污染 问题 ,因此 不 易 推 广 使 用 ;科学 :利用 
殉 光 信和 号 进行 蚀 斑 筛选 不 需要 添加 抗生素 和 反应 底 物 ， 
比 传统 方法 更 科学 ,更 经 济 。 

通过 体外 实验 ,初步 证 明 ORFV132 非 羊 痘 病毒 生 
长 复制 的 必需 基因 ,是 外 源 基 因 GFP 的 插入 并 不 会 影响 
病毒 感染 复制 特性 ,但 ORFV132 的 敲 除 可 以 使 病毒 减 
少 VEGF 的 分 泌 ,减轻 了 病毒 的 毒 力 。 羊 痘 病毒 的 
VEGF 基因 位 点 非常 适合 表达 不 同 的 外 来 抗原 ,国外 利 
用 减 毒 的 羊 痘 病 毒 D1701-V 为 载体 成 功 表 达 了 针对 疱 
疹 病 毒 "\ 免 出 血 热 疾病 病毒 "狂犬病 病毒 "、 甲 型 流感 
病毒 H5N1 和 HIN1 的 疫苗 ”, 其 免疫 保护 作用 持久 稳 


定 ,不 需要 优 剂 即 能 强力 诱导 Thl-Th2 平 衡 的 先天 免疫 
和 获得 性 免疫 反应 。 短 期 的 羊 冶 病 毒 感 染 不 能 诱导 特 
异性 中 和 抗体 的 产生 ,因此 可 以 使 用 同一 或 不 同 的 该 病 
毒 重组 体 反复 接种 免疫 …。 此 外 , 羊 总 病毒 只 在 胞 浆 中 
复制 ,不 会 插入 宿主 细胞 染色 体 引起 基因 突变 ,是 理想 
的 克隆 表达 载体 。 目 前 ,商品 化 的 杆 状 病毒 . 慢 病毒 
是 比较 成 熟 的 外 源 和 蛋白 包装 系统 ,但 是 ,由 于 慢 病毒 能 
整合 人 染色 体 , 而 杆 状 病毒 只 能 感染 昆虫 细胞 ,因此 以 
这 两 种 病毒 为 载体 的 疫苗 不 可 用 于 临床 实验 。 后 续 研 
究 中 ,我 们 将 利用 高 度 减 毒 的 羊 总 病 毒 表达 载体 IA82 
Al21-V, 同 时 表达 手足 口 病 EV71 和 CA16 的 VP1 和 蛋 
白 ,VP1 是 EV71 和 CA16 的 主要 抗原 表 位 “站 。 如 果 同 
时 针对 这 两 种 病毒 的 双 价 疫苗 研制 成 功 , 将 来 还 可 能 为 
其 它 的 主流 型 病毒 提供 有 效 的 疫苗 技术 平台 。 作 为 一 
种 新 型 的 外 源 基 因 表 达 载 体 , 羊 冶 病 毒 的 研究 仍 局 限于 
科研 实验 阶段 ,其 生物 性 能 需要 不 断 验 证 。 这 方面 的 工 
作 将 在 后 续 实 验 中 不 断 加 以 完善 ,从 而 使 羊 总 病毒 更 好 
地 运用 于 临床 疫苗 候选 物 研 究 。 
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